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ALP  alkaline phosphatase 
ANOVA  analysis of variance, 分散分析 
APC  allophycocyanin 
BAT  basophil activation test, 好塩基球活性化試験 
BM  baked milk, ベイクドミルク 
BSA  bovine serum albumin, ウシ血清アルブミン 
CBB  Coomassie® Brilliant blue R250 
CD  cluster of differentiation 
CN  casein 
CRTH2  chemoattractant receptor-homologous molecule on Th2 cells 
Cy  cyanin 
Da  dalton 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid, エチレンジアミン四酢酸 
FITC  fluorescein isothiocyanate 
HEPES  2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
HRP  horseradish peroxidase 
IC50  half maximal (50%) inhibitory concentration 
Ig  immunoglobulin, 免疫グロブリン 
α-LA  α-lactalbumin 
β-LG  β-lactoglobulin 
2-ME  2-mercaptoethanol 
MFI  mean fluorescence intensity, 平均蛍光強度 
NC  negative control, 陰性対照 
OIT  oral immunotherapy, 経口免疫療法 
OVA  ovalbumin 
PAS  periodic acid-Schiff, 過ヨウ素酸シッフ 
PBS  phosphate buffered saline 
  
PBS-T  PBS + 0.05% Tween20 
PC  positive control, 陽性対照 
PC7  PE/Cy7 
PE  phycoerythrin 
PerCP  peridinin chlorphyll protein 
PFBB  PierceTM Protein-Free (PBS) Blocking Buffer 
PFBB-T  PFBB + 0.05% Tween20 
PNPP  p-Nitrophenylphosphate, p-ニトロフェニルリン酸 
POD  peroxidase 
PVDF  polyvinylidene difluoride 
QOL  quality of life, 生活の質 
SDS  sodium dodecyl sulfate 
SE-HPLC size exclusion-high performance liquid chromatography, 
  サイズ排除（ゲル濾過）クロマトグラフィー 
SM  skim milk 
TBS  Tris buffered saline 
TBS-T  TBS + 0.1% Tween20 
TMB  3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 












2015; Ebisawa ら, 2017）（Table 1）。最も典型的な食物アレルギーの臨床型が即時型であ




き起こす（Renzら, 2018）（Fig. 1）。 
原因となるアレルゲンのほとんどがタンパク質であり、これまでに様々な食品において
アレルゲンが同定されてきた。一般的に、アレルゲンは水・塩溶性であり（日本小児アレ






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figure 1. A schematic model of basophil activation by IgE 
Abbreviation; ITAM, immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif.  





に大別される（Restani ら, 2009）（Table 2）。カードに含まれるカゼイン（CN）画分は牛
乳タンパク質の約 80%を占める。CN 画分は 4 つのコンポーネント（αS1-、αS2-、β-、およ
び κ-CN）からなり、牛乳中では 30～300nm の粒径を持つミセルとして存在する（Waugh
ら, 1970; 小野, 2005）。これらのコンポーネントは全く異なるタンパク質であり、コンポ
ーネント間の相同性は低く（Table 3）、それぞれのもつ特性は異なる。αS1-および αS2-CN
は、0.4M塩化カルシウムに対して不溶性の画分であり、0.4M 塩化カルシウムに対して可
溶性の画分が κ-CN である。β-CN は 3.3M 尿素に可溶性であり、1.7M 尿素に不溶性の画
分と定義される（仁木と有馬, 1984）。αS1-CN（Bos d 9）は、199 残基からなるタンパク
質であり、8 残基のリン酸化 Serを持つ（Ah-Leungら, 2006）（Fig. 2A）。また、Cysを
持たず Proを 17 残基持つことから立体構造をとりにくいと考えられている（仁木と有馬, 
1984）。αS2-CN（Bos d 10）は、207残基からなるタンパク質であり、11 残基のリン酸化
Ser と 2残基の Cys を持つ（Ah-Leungら, 2006; Königら, 2017）（Fig. 2B）。β-CN（Bos 
d 11）は、209残基からなるタンパク質であり、5残基のリン酸化 Ser を持つ（Ah-Leung
ら, 2006; Järvinen ら, 2012）（Fig. 2C）。また、αS1-CN と同様に Cys を持たず、さらに
Proを 35残基持つことから立体構造をとりにくいと考えられている（仁木と有馬, 1984）。
κ-CN（Bos d 12）は、169 残基からなるタンパク質であり、2 残基の Cys と糖鎖を持つ




ーネントの IgEエピトープはこれまでに報告されてきた（Spuergin ら, 1996; Nakajima-
Adachi ら, 1998; Chatchatee ら, 2001a; Chatchateeら, 2001b; Busseら, 2002; Cerecedo
ら, 2008; Congら, 2013）。 
牛乳タンパク質の約 20%がホエータンパク質であり、その約半分が β-ラクトグロブリン
（β-LG）、約 20%が α-ラクトアルブミン（α-LA）である。α-LA（Bos d 4）は、123残基
からなるタンパク質であり、分子内に 8 残基の Cysを持ち、それらが 4組のジスルフィド
（SS）結合（アミノ酸 6-120、28-111、61-77、73-91）を形成する（Hochwallner ら, 2010）
（Fig. 2E）。β-LG（Bos d 5）は、162残基からなるタンパク質であり、分子内に 5 残基の
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Cys を持ち、そのうち 4 つが SS 結合（アミノ酸 66-160、106-119）を形成し立体構造を
とる（Halliday ら, 1991）（Fig. 2F）。 
 
 
Table 2. Cow’s milk proteins 








α-Lactalbumin Bos d 4 1 - 1.5 123 14.2 4.8 
β-Lactoglobulin Bos d 5 3 - 4 162 18.3 5.3 
Serum albumin Bos d 6 0.1 - 0.4 583 67 4.9 - 5.1 
Immunoglobulin Bos d 7 0.6 - 1.0 ― 160 ― 
Caseins Bos d 8  ― 20 - 30  
αS1-Casein Bos d 9 12 - 15 199 23.6 4.9 - 5.0 
αS2-Casein Bos d 10 3 - 4 207 25.2 5.2 - 5.4 
β-Casein Bos d 11 9 - 11 209 24 5.1 - 5.4 
κ-Casein Bos d 12 3 - 4 169 19 5.4 - 5.6 
Abbreviations; IUIS, International Union of Immunological Societies; Conc., 
concentration; AA, amino acid; MW, molecular weight; pI, isoelectric point. 
Adapted from Ref. Restani, et al. (2009). 
 
 
Table 3. Sequence homology between bovine caseins (expressed as percentage) 
  αS2-Casein β-Casein κ-Casein 
αS1-Casein 7 4 4 
αS2-Casein ― 5 5 
β-Casein ― ― 7 
κ-Casein ― ― ― 























































































































































Figure 2. Amino acid sequences of major milk proteins 
Amino acid sequences of αS1-casein (A), αS2-casein (B), β-casein (C), κ-casein (D), α-

































A:Ala B:Asx C:Cys D:Asp E:Glu F:Phe G:Gly H:His I:Ile K:Lys 
L:Leu M:Met N:Asn P:Pro Q:Gln R:Arg S:Ser T:Thr V:Val W:Trp 
Y:Tyr Z:Glx 
P:phosphorylated S:sulfhydryl group G:glycosylated ▲:chymosin active site 
S 
S 
P G G G ▲ 
S S 
S S S 




































（Skripakら, 2007; Schoemaker ら, 2015）。 
わが国における即時型食物アレルギーの実態調査は消費者庁（2019）により行われてい
る。平成 14（2002）年から 3 年ごとに実施され、経年評価のため調査の協力医師、調査対
象および方法は変わらず行われている。最近では、平成 29（2017）年 1 月から 1 年間に
わたって実施され、4851名が解析対象となった。年齢別発症頻度は 0歳が 1530名で 31.5%
を占め、1 歳が 18.0%、2 歳が 10.1%であり、加齢に伴い減少した。原因食物の割合は、鶏
卵が 34.7%と最も多く、以下、牛乳が 22.0%、小麦が 10.6%と続いた。 
症状が初発（新規発症）によるものか、誤食によるものかの記入があった 4781 名につ
いて年齢群別解析も行われた。初発において、0 歳群では鶏卵が 55.6%、牛乳が 27.3%、
小麦が 12.2%であった。1-2歳群では牛乳が 8.7%で、原因食物の第 4位であった。しかし、
3-6 歳群以降の年齢群において、牛乳は 5 位以内に入ることがなかった。このように、牛
乳アレルギーは乳幼児期に自然寛解しやすいことが分かる。一方で、牛乳の誤食によるも
のは 0歳群で 31.1%、1-2歳群で 37.7%、3-6 歳群で 29.9%、7-17 歳群で 21.4%、18 歳以










告されている（Mukaida ら, 2010; Nachshon ら, 2014; Jensenら, 2004）。これらの問題
を少しでも緩和するために、食物アレルギー診療ガイドラインでは栄養食事指導の原則と
して「必要最小限の除去」、「安全性の確保」、「栄養面への配慮」、「患者家族の QOL 維持」





















リプシンインヒビターであり（Baur Xと Posch A, 1998）、食物依存性運動誘発アナフィ
ラキシーの病型の主要アレルゲンは ω5-グリアジンである（Morita ら, 2003; Yokooji ら, 





レルギー患者において、同じ方法で OIT を実施した。その結果、治療開始 1年後に耐性獲
得に達した割合は鶏卵では約 40%、牛乳では約 11%、小麦では約 47%であり、治療開始 2
年後には鶏卵では約 61%、牛乳では約 27%、小麦では約 83%であった。このように、CM-























に対する OIT に伴う免疫応答の変化を解析した研究では、特異的 IgE 抗体は減少し、特
異的 IgG4 抗体は増加することが報告された（Jonesら, 2009; Sugimoto ら, 2016）。同様
に、CM-OITを解析した研究も治療効果を示したとの報告がある（Keetら, 2012; Elizur
ら, 2016; Perezábad ら, 2017）。それらの報告における免疫応答の解析は、いずれも牛乳
粗抗原、CN画分、もしくはホエータンパク質に対して行われている。Ito ら（2012）が報
告したように、重症牛乳アレルギー患者は主に CN画分に感作していると予想される。一





う CNコンポーネント特異的 IgE 抗体価の変化を解析した。 
さらに、この特異的 IgE抗体価の変化が症状誘発に及ぼす影響について確認するために、
特異的抗体産生後の免疫応答を解析した。免疫応答の解析にはヒスタミン遊離試験
（Histamine Release Test、HRT）や好塩基球活性化試験（Basophil Activation Test、
BAT）が行われている。細胞レベルや動物レベルでの評価には HRT がよく行われている
が、臨床現場では BAT の方がアレルギー症状と高い相関を示したと報告されている








2011 年 4 月から 2017 年 3 月までにあいち小児保健医療総合センターを受診した 39 名
を対象とした。対象者背景を Table 4に示す。対象者は、自然経過にて牛乳アレルギーを
寛解せず 5 歳を超えても牛乳アレルギーが残り、OIT 開始前 6 ヵ月以内に、牛乳 5ml 以
下を閾値とする明らかな即時型症状を認めた。以上の背景をもつ対象者を、本研究では重
症牛乳アレルギー患者とした。 
CM-OIT はあいち小児保健医療総合センターで施行された。CM-OIT は 12 日間の入院
治療を行う急速期（rush phase）と、自宅で行う緩徐増量期（slow increase phase）、およ
び維持期（maintenance phase）から構成される（Fig. 3）。CM-OIT 開始前（pre）と、開
始後 6 ヵ月（6m）、1 年（1y）、2 年（2y）、および 3 年（3y）時点で食物経口負荷試験お
よび採血を行った。総 IgE、並びに牛乳粗抗原、CN、α-LA、および β-LG 特異的 IgE抗体







Table 4. Participants’ backgrounds (n = 39)  
Gender (male), n (%) 25 (64.1%) 
Median age at the start of OIT, years (range) 8 (6 - 10) 
Median eliciting dose at CM oral challenge, ml (range) 2.0 (2.0 - 5.0) 
Symptoms at CM oral challenge before OIT start  
Atopic dermatitis, n (%) 35 (89.7%) 
Asthma, n (%) 24 (61.5%) 























i. αS1-、β-、および κ-カゼインの分離 
αS1-、β-、および κ-CNは無脂肪乳（森永のおいしい無脂肪乳、森永乳業）から精製した。
精製方法は Igarashi （1999）の方法を一部改変し行った（Fig. 4）。初めに、無脂肪乳 120ml
に 4M チオシアン酸ナトリウム 40ml、99.5% エタノール 160ml、および 0.75M塩化カル
シウム（50% エタノール）80mlを加え、4℃で 30 分間攪拌後、遠心分離（9,800×g、4℃、
30 分）によって残渣を得た。その残渣を 4M 尿素および 0.04M 塩化ナトリウムを含む
0.03M EDTA（pH7.8）200ml で溶解し、2-メルカプトエタノール（2-ME）を 2ml 添加
し、室温で 1 時間攪拌した。その後、0.2M リン酸水素二ナトリウム 10ml および 2M 塩化
カルシウム 2.5ml を交互に半量ずつ添加した後、遠心分離（1,900×g、室温、30 分）によ
って上清と残渣 1（Ppt. 1）に分離した。上清を 6N塩酸にて pH 4.7 に調整し、遠心分離
（1,900×g、室温、10 分）後の上清に硫酸アンモニウムを加えた。再び遠心分離（1,900
Figure 3. A schematic model of oral immunotherapy protocol for cow’s milk allergy in 
Aichi Children’s Health and Medical Center 
Arrow shows points of oral food challenge and collection of blood. Abbreviations: w, 
weeks; m, months; y, years. 
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×g、室温、10分）し残渣 2（Ppt. 2；κ-CN）を回収し、4M尿素を含む 0.1M リン酸二水
素アンモニウム（pH7.8）5ml で溶解した。残渣 1（Ppt. 1）を、4M 尿素を含む 0.03M 
EDTA（pH7.8）5ml および 3.2M 硫酸アンモニウム（pH4.7）5ml で溶解し、遠心分離
（1,900×g、室温、10分）によって残渣を得た。残渣に純水 5ml加え溶解した後、さらに
99.5% エタノール 5ml を加え、遠心分離（1,900×g、室温、10分）によって上清を得た。
その上清を 3N 塩酸で pH4.7 に調製し、遠心分離（9,800×g、室温、20分）によって残渣
を得た。その残渣を、4M尿素を含む 0.1M リン酸二水素アンモニウム（pH7.8）5mlで溶
解した後、さらに純水 5ml を加えた。3N 塩酸で pH4.7 に調整し、遠心分離（9,800×g、
室温、10 分）によって上清 1（Sup. 1；β-CN）を回収した。残渣は再びこの操作を行い
（Fig. 4、*の操作）、得られた残渣 3（Ppt. 3；αS1-CN）を、4M尿素を含む 0.1M リン酸
二水素アンモニウム（pH7.8）5ml で溶解した。回収した αS1-、β-、および κ-CNは 3日間
の透析を行った。透析した溶液を凍結乾燥した後、phosphate buffered saline（PBS）で
溶解し size exclusion-high performance liquid chromatography（SE-HPLC）により分画
した。 
SE-HPLC には SephadexG-50（GE ヘルスケア・ジャパン株式会社）を充填したゲル濾
過カラム（直径：2.3cm 全長：93cm）を用いた。溶出液はフラクションコレクター（株
式会社東洋製作所）により試験管 100 本に 5ml/本で分取した後、波長 280nmの吸光度を
分光光度計 UV-1200（株式会社島津製作所）で測定した。分画分取した溶液を 3日間透析
したものを精製 αS1-、β-、および κ-CNとした。精製 αS1-、β-、および κ-CNは凍結乾燥さ
せ試料に用いた。精製 αS1-、β-、および κ-CNの純度は Bradford 法、SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis（SDS-PAGE）、およびイムノブロットにて評価した。 
 
ii. Bradford 法によるタンパク質の定量 
Protein Assay Bradford Reagent（富士フィルム和光純薬株式会社）を用いて、その説
明書に準じて行った。96 穴マイクロプレート（Nunc-ImmunoTM Plate II、Thermo Fisher 
Scientific、Roskilde、Denmark）に標準溶液または試料を 150µl 入れ、その後 Protein 
Assay Bradford Reagent を 150µl加え、室温で 10分間反応させた。反応後、マイクロプ
レートリーダーSH-1000（コロナ電気株式会社） にて波長 595nm における吸光度を測定
した。標準溶液は BSA（富士フィルム和光純薬株式会社）を用いた。タンパク質の純度が
































Figure 4. Flowchart of method for separation of casein 
Ppt. 2, κ-casein; Sup. 1, β-casein; Ppt. 3, αS1-casein. Abbreviations: soln., solution; cfg., 
centrifugation; Sup., supernatant; Ppt., precipitate. 
Soln. 1: Ethanol 160 ml, 4M NaSCN 40 ml, and 0.75M CaCl2 (50% ethanol) 80 ml 
 Soln. 2: 4M urea, 0.04M NaCl, and 0.03M EDTA 200 ml 
 Soln. 3: 0.2M Na2HPO4 10 ml and 2M CaCl2 2.5 ml 
 Soln. 4: 4M urea and 0.03M EDTA 5 ml and 3.2M (NH4)2SO4 5 ml 
 Soln. 5: Water 5 ml and an equal volume of ethanol 
 Soln. 6: 4M urea and 0.1M NH4H2PO4 5 ml 
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iii. SDS-PAGE によるタンパク質組成の解析 
SDS-PAGE は Laemmli（1970）の方法に従って行った。各試料溶液と 5% 2-ME を含
む SDS-PAGE sample buffer を 4:1（v/v）の割合で混合したものを試料とした。牛乳粗抗
原は 10µg、αS1-、β-、および κ-CN、並びに β-LGは 1µg、CN は 6µgになるように供した。
解析には、15%ポリアクリルアミドゲルを用い、Coomassie® Brilliant Blue R-250（CBB）
























Figure 5. SDS-PAGE and immunoblotting of purified αS1-, β-, and κ-caseins 
Purity of the separated αS1-, β-, and κ-caseins (A and C) and casein fraction (B) was confirmed by 
SDS-PAGE (A and B) and immunoblotting (C) with 15% polyacrylamide gel. Lane M, molecular 
weight marker; lane 1, cow’s milk proteins; lane 2, αS1-casein; lane 3, β-casein; lane 4, κ-casein; lane 





iv. イムノブロットによる αS1-カゼインの検出 
イムノブロットは Towbinら（1992）の方法に従って行った。まず、SDS-PAGE後のゲ
ルからタンパク質を polyvinylidene difluoride（PVDF）膜（アトー株式会社）に転写した。
転写後の PVDF膜は tris buffered saline（TBS）に 0.1% Tween20 を含む溶液（TBS-T）
にて洗浄し、1% BSA/TBS-T でインキュベート（室温、1時間）することでブロッキング
した。一次抗体として、anti-αS1-CN monoclonal antibody（抗 αS1-CN モノクローナル抗
体、CH-007、コスモ・バイオ株式会社）を使用し、1% BSA/TBS-Tにて希釈（1:2000）
した溶液中で反応（4℃、一晩）させた。TBS-T にて 3 回洗浄した後、二次抗体として
Peroxidase（POD）-conjugated anti-mouse IgG（Jacson ImmunoResearch Inc.、West 
Baltimore Pike、West Grove、PA、USA）を 1% BSA/TBS-T にて希釈（1:10000）した
溶液中で反応（室温、1 時間）させた。TBS-T にて 2 回、TBS にて 2回洗浄した後、発色




Enzyme-Linked Immunosorbent Assay（ELISA）による特異的抗体価の測定 
αS1-、β-、および κ-CN特異的 IgE 抗体価は ELISA 法にて測定した。初めに、固相抗原
として αS1-、β-、および κ-CN（10 µg/ml PBS）を 96穴マイクロプレートにコーティング
し（100 µl/well）、4°C で一晩インキュベートした。プレートを 0.05% Tween 20 を含む
PBS（PBS-T）で 3 回洗浄後、0.05% Tween 20 を含む PierceTM Protein-Free Blocking 
Buffer（PFBB-T、Thermo Fisher Scientific、MA、USA）でブロッキングし（200 µl/well）、
4℃で 8 時間インキュベートした。患者血清は PFBB-T を用いて 1:10 になるように希釈
し、100µl/well 加え 4℃で一晩反応させた。ネガティブコントロール（NC）には PFBB-T
を使用した。PBS-T で 3 回洗浄後、二次抗体として alkaline phosphatase（ALP）-
conjugated goat anti-human IgE（Bethyl Laboratories Inc.、Montgomery、TX、USA）
を用い PFBB-T にて 1:1000 になるように希釈し、100µl/well 加え 37°C で 2 時間反応さ
せた。PBS-Tで 2回、PBSで 2回洗浄後、発色基質である p-ニトロフェニルリン酸（PNPP、
Thermo Fisher Scientific、MA、USA）を 100µl/well加え、15 分反応させた。1N水酸化
ナトリウムを用いて 100µl/well 加えることで反応を停止し、マイクロプレートリーダー





ELISA の妥当性を評価するために CN 特異的 IgE 抗体価も同様の方法で測定し、
ImmunoCAP®で測定された CN 特異的 IgE 抗体価と比較した（Fig. 6）。その結果、強い























Figure 6. Comparison of casein-specific IgE levels between ImmunoCAP® and ELISA  














y = 1.2374x + 1.8368 
r = 0.97 






7A）。牛乳アレルギーのない成人男性由来全血を EDTA-2Na 採血管に採取した。全血 2ml
に対し、HA buffer［0.3%ヒト血清アルブミン、10mM HEPES、140mM 塩化ナトリウム、
5mM塩化カリウム（pH7.4）］ を 13ml加え懸濁し、遠心分離（1500rpm、4℃、7 分）後
に上清を吸引除去した。得られた血球成分に乳酸バッファー［27.8mM 乳酸、140mM 塩
化ナトリウム、5mM 塩化カリウム（pH3.9）］を 13ml 加え再懸濁し、静置（4℃、5 分）
することで免疫グロブリンを剥離した。剥離血球は、HA bufferで 2回洗浄した。 
細胞表面上の IgE 抗体の剥離は、細胞表面上の IgE 抗体が減少し、FcεRI の IgE 抗体結
合部位が増加していることにより確認した（Fig. 8）。方法は iii に記す。 
 
ii. 受動感作 
剥離血球に対し、その 1/2量（v/v）の対象患者血清および 1/2 量（v/v）の PBSを加え
て、37℃で 1 時間培養した後、4℃で一晩培養することで受動感作した。 
 
iii. 細胞表面抗原の評価 
細胞表面上の IgE 抗体の剥離を確認するために、細胞表面上の IgE 抗体および FcεRI
（IgE 抗体結合部位および非結合部位）をフローサイトメーター（Gallios; Beckman 
Coulter）にて検出した。また、T細胞に発現する CD3、並びに Th2 リンパ球、好塩基球、
および好酸球に発現する CRTH2も検出した。 
細胞表面上の IgE 抗体、FcεRI、CD3、および CRTH2を検出するために、anti-human 
IgE-PE（BioLegend、San Diego、CA、USA）2.5µl、FcεRI の IgE抗体非結合部位と結
合する anti-human FcεRIα-PE/Cy7（Biolegend、San Diego、CA、USA）2.5µl、FcεRI
の IgE 抗体結合部位と結合する anti-human FcεRIα-FITC（バイオアカデミア株式会社）
1µl、anti-human CD3-APC/Alexa Fluor 750（Beckman Coulter）2.5µl、および anti-
human CRTH2-PerCP/Cy5.5（BioLegend）2.5µl を加え、氷上で 30 分間反応させた。そ
の後の処理は、Allergenecity kit（Beckman Coulter）の説明書に準じて行い、目的抗原
をフローサイトメーターにて検出し、その解析には Kaluza ソフトウェア（Beckman 
Coulter）を使用した。好塩基球は front scatter（FS）low、side scatter（SS）low、CD3low, 
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CRTH2highにてゲーティングした（Fig. 9A、B、および C）。 
 
iv. 抗原刺激およびフローサイトメトリー 
受動感作血球に対する BATは、Allergenecity kit（Beckman Coulter, Inc.、Brea、CA、
USA）および Anti-Hu CD63 APC（CD63-APC、EXBIO、Praha、Vestec、Czech Republic）
を用いて、その説明書に準じて行った（Fig. 7B）。まず、受動感作血球 50µlに対し、活性
化バッファー50µl、細胞表面抗体（CD3-PC7/CRTH2-FITC/CD203c-PEおよび CD63-APC
を 2:1 で混和した抗体）15µl、および αS1-CN（1mg/ml PBS）10µl を混和し遮光下で反応
（37℃、15分）させた。αS1-CN に替わって、ポジティブコントロール（PC）として付属
の anti-IgE 抗体、または NC として PBS を用いた。Stop solution を 50µl 添加し反応を
停止後、Fix and Lyse Solution を 1ml 加え、赤血球の溶血および細胞の固定を行った。
PBSにて洗浄した後、0.1% ホルムアルデヒドを含む PBS溶液で再懸濁した。 
細胞表面上の、CD3、CRTH2、CD63、および CD203c は、フローサイトメーターにて
検出した。好塩基球の活性化は CD63もしくは CD203cの発現（蛍光強度）を指標に用い
た（Santos ら, 2015b; Sugiura ら, 2013）。指標は、NCの好塩基球における蛍光強度の上
位 5%以上をゲーティングし（CD63highおよび CD203chigh）、αS1-CN（もしくは PC）で刺
激したときにそのゲートに含まれる細胞数（%）で評価した（Fig. 9Dおよび E）。また、
蛍光強度の平均値（mean fluorescence intensity、MFI）も指標に用いた。 
 
統計処理 
測定値は平均値 ± 標準偏差で示した。全ての統計解析は EZR を使用した（Kanda, 
2013）。特異的抗体価の差の検定には一元配置分散分析（one-way analysis of variance、
ANOVA）を行い、その後の Post-hoc 検定は pre を対照として Dunnett の検定を行った。
抗体価と牛乳摂取可能量、抗体価と好塩基球の活性化、および好塩基球の活性化と牛乳摂








総合センターの倫理委員会の承認を得た（承認番号 201336 および 201614）。血清の使用
についてはあいち小児保健医療総合センター（承認番号 201669）、名古屋学芸大学（承認




























Figure 7. Flowchart of methods for passively sensitized basophil activation test 
Immunoglobulins were stripped from the surface of basophils (A) and basophil was 
passively sensitized using the serum of a patient with cow’s milk allergy. Subsequently, 
basophil activation test was performed (B). 
1. anti-IgE antibody for the positive control or PBS for the negative control were added 
instead of αS1-casein. 
2. Fixative solution and Lysis solution in the kit in a ratio of 1:40. 

































Figure 8. IgE stripping from basophils 
The mean fluorescence intensity of total IgE, FcεRI except for IgE binding sites, and 
IgE binding sites of FcεRI were measured. 
Figure 9. Gating of activated basophils 
Leukocytes were gated by front scatter and side scatter (A). T lymphocytes were 
excluded by CD3 positivity (B). Basophils were gated using CRTH2-positive cells (C). 
The antigen-stimulated activation of basophils using the same number of cells included 
in the top 5% gate of the high expression of activation markers CD63 (D) and CD203c 
(E) using an antigen non-stimulated negative control. 
Total IgE 
FcεRI except for IgE binding sites 
IgE binding sites of FcεRI 










能量は CM-OIT に伴い徐々に増加し、6m で 84.8 ± 49.2ml、1y で 121 ± 59.8ml、2y で
150 ± 69.5ml、3y で 159 ± 82.8ml と pre（0.517 ± 1.63ml）と比較して有意に増加した
















経口免疫療法に伴う IgE 抗体価の変化 
あいち小児保健医療総合センターにて保険適用の範囲内で ImmunoCAP®にて測定され
た総 IgE 抗体価および牛乳粗抗原、CN、α-LA、および β-LG特異的 IgE 抗体価を Fig. 11
に示す。Preの総 IgE抗体価は 1740 ± 3584 IU/mlであった。牛乳粗抗原特異的 IgE抗体
価は 36.56 ± 32.40 UA/ml、CN特異的 IgE 抗体価は 37.27 ± 31.80 UA/ml、α-LA特異的
IgE抗体価は 13.94 ± 25.61 UA/ml、β-LG特異的 IgE抗体価は 9.48 ± 20.96 UA/ml であっ
た。次に、CN 画分中の αS1-、β-、および κ-CN に対するそれぞれの特異的 IgE 抗体価を
ELISAにて測定した（Fig. 12）。Pre の αS1-CN特異的 IgE 抗体価は 39.01 ± 27.44%、β-
Figure 10. Change of tolerated amount of cow’s milk during CM-OIT 
Data are shown as mean ± SD. Pre (n = 39), before OIT; 6m (n = 36), 
1y (n = 29), 2y (n = 17) and 3y (n = 14) correspond to 6 months, 1, 2, 
and 3 years after OIT, respectively. Dunnett tests compared to pre were 






























CN特異的 IgE抗体価は 36.70 ± 28.35%であり、κ-CN特異的 IgE抗体価（11.56 ± 13.73%）
よりも有意に高値を示した（いずれも P < 0.001）。牛乳粗抗原のコンポーネントである α-
LA、β-LG、αS1-CN、β-CN、および κ-CN特異的 IgE抗体価の結果から、重症牛乳アレル
ギー患者は αS1-および β-CN特異的 IgE 抗体価が高値を示すことが明らかとなった。 
次に、CM-OIT のマーカーとなるアレルゲンを同定するために、CM-OIT に伴う IgE抗
体価の変化を解析し、IgE 抗体価と治療効果の指標である牛乳摂取可能量との相関を解析
した。まず、IgE抗体価の変化を解析した結果、総 IgE 抗体価は、CM-OITに伴う有意な
変化がみられなかった（Fig. 11）。牛乳粗抗原および CN 特異的 IgE 抗体価は、pre と比
較して 2yで有意に減少した（P < 0.01）。αS1-CN 特異的 IgE抗体価は、preと比較して 1y
（P < 0.05）、2y（P < 0.01）、および 3y（P < 0.05）で有意に減少した（Fig. 12）。β-CN
特異的 IgE抗体価は、preと比較して 1y（P < 0.05）および 2y（P < 0.01）で有意に減少


















Figure 11. Changes of IgEs during CM-OIT 
Changes in levels of total IgE and cow’s milk-, CN-, α-LA-, and β-LG-specific IgE during 
OIT were measured by ImmunoCAP®. Data are shown as mean ± SD. Pre (n = 39), 
before OIT; 6m (n = 36), 1y (n = 29), 2y (n = 17) and 3y (n = 14) correspond to 6 months, 
1, 2, and 3 years after OIT, respectively. Dunnett tests compared to pre were applied. 
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上記の IgE抗体価と牛乳摂取可能量の相関係数を解析した（Table 5）。その結果、総 IgE
値は牛乳摂取可能量とほとんど相関がみられなかったが、牛乳粗抗原および CN 特異的
IgE 抗体価は、牛乳摂取可能量と負の相関を示した（それぞれ r = −0.43 および−0.45）。
αS1-および β-CN特異的 IgE抗体価は、牛乳摂取可能量と負の相関を示した（それぞれ r = 
−0.47 および−0.43）。一方で、ホエータンパク質である α-LAおよび β-LG に対する特異的
IgE抗体価は、弱い負の相関を示した（それぞれ r = −0.25および−0.22）。 
以上の結果から、αS1-および β-CN特異的 IgE 抗体価は CM-OIT に伴い有意に低下した
め、CM-OIT のマーカーとなる主要アレルゲンの可能性として αS1-および β-CN が挙げら
れた。特に αS1-CN 特異的 IgE 抗体価が牛乳摂取可能量と最も強く相関した。そこで、実




Figure 12. Changes of IgEs to casein components during CM-OIT 
Changes in levels of αS1-, β-, and κ-casein-specific IgE during CM-OIT were measured 
by ELISA. Data are shown as mean ± SD. Pre (n = 39), before OIT; 6m (n = 36), 1y (n 
= 29), 2y (n = 17) and 3y (n = 14) correspond to 6 months, 1, 2, and 3 years after OIT, 




































を検出した。CD63 および CD203c は好塩基球の脱顆粒に伴って細胞表面に発現するタン
パク質であり、好塩基球活性化の指標としてよく使用される（Santos ら, 2015b; Sugiura
ら, 2013）。Pre 血清で受動感作した好塩基球の αS1-CNにより活性化した割合は、CD63high
が 50.8 ± 26.8%、CD203chigh が 41.0 ± 23.8%であった（Fig. 13）。CD63high および
CD203chighの割合は 1y、2y、および 3y で有意に減少した。CD63 および CD203c のMFI
も OITに伴って有意に低下した。以上より、CD63および CD203cの発現量と、その高発





Table 5. Correlations between IgEs and tolerated amount of cow’s milk 
consumption during CM-OIT 
 r 95% CI P value 
Total IgE 0.00 −0.17 - 0.17 0.981 
CM-specific IgE −0.43 −0.56 - −0.28 < 0.001 
CN-specific IgE −0.45 −0.57 - −0.30 < 0.001 
α-LA-specific IgE −0.25 −0.42 - −0.07 0.007 
β-LG-specific IgE −0.22 −0.22 - −0.04 0.018 
αS1-CN-specific IgE −0.47 −0.59 - −0.32 < 0.001 
β-CN-specific IgE −0.43 −0.56 - −0.28 < 0.001 
κ-CN-specific IgE −0.32 −0.46 - −0.16 < 0.001 






















 また、血清中の αS1-CN 特異的 IgE 抗体価の減少が症状誘発の抑制に関与していること
を確認するために、まず、受動感作好塩基球の活性化と牛乳摂取可能量の相関係数を解析
した（Table 6）。CD63highおよび CD203chighの割合は、牛乳摂取可能量と負の相関を示し
た（それぞれ r = −0.51および−0.45）。また、CD63および CD203c のMFI も同様に負の
相関を示した（それぞれ r = −0.58 および−0.49）。次に、受動感作好塩基球の活性化と αS1-
CN特異的抗体価の相関係数を解析した（Table 7）。CD63highおよびCD203chighの割合は、
αS1-CN 特異的 IgE 抗体価と正の相関を示した（それぞれ r = 0.54 および 0.48）。また、
CD63 および CD203c の MFI も同様に、αS1-CN 特異的 IgE 抗体価と正の相関を示した
（それぞれ r = 0.65 および 0.58）。これらの結果から、αS1-CN特異的 IgE 抗体価の減少が
受動感作好塩基球の活性化を低下させることで、牛乳摂取可能量を増加させることが明ら
かとなり、重症牛乳アレルギー患者において αS1-CN を主要アレルゲンの一つとして同定
Figure 13. Changes of basophil activation stimulated by αS1-casein during CM-OIT 
Basophil activation was analyzed using the percentages of high expression and mean 
fluorescence intensity (MFI) of CD63 and CD203c. Data are shown as mean ± SD. Pre 
(n = 39), before OIT; 6m (n = 36), 1y (n = 29), 2y (n = 17) and 3y (n = 14) correspond to 
6 months, 1, 2, and 3 years after OIT, respectively. Dunnett tests compared to pre were 





































P = 0.062 
** 
** 





























Table 6. Correlations between basophil activation and amount of cow’s 
milk consumption during CM-OIT 
 r 95% CI P value 
CD63high (%) −0.51 −0.63 - −0.37 <0.001 
CD203chigh (%) −0.45 −0.57 - −0.30 <0.001 
CD63 (MFI) −0.58 −0.68 - −0.46 <0.001 
CD203c (MFI) −0.49 −0.61 - −0.35 <0.001 
performed by Pearson’s product-moment correlations 
Table 7. Correlations between basophil activation and αS1-casein 
specific IgE during CM-OIT 
 r 95% CI P value 
CD63high (%) 0.54 0.41 - 0.65 <0.001 
CD203chigh (%) 0.48 0.33 - 0.60 <0.001 
CD63 (MFI) 0.65 0.54 - 0.74 <0.001 
CD203c (MFI) 0.58 0.45 - 0.68 <0.001 








は、重症牛乳アレルギー患者における特異的 IgE 抗体価の CM-OIT による変化と牛乳摂
取可能量との関係からマーカーとなるアレルゲンを同定した。その結果、αS1-CN 特異的





（Komata ら, 2007; Komata ら, 2009; Ebisawa ら, 2012; Ebisawaら, 2015）。さらに、
特異的 IgE抗体価が高値であるほど、アナフィラキシー様の重症症状のリスクは高くなる
（Nomuraら, 2014; Yoneyamaら, 2015; Yanagida ら, 2018）。これらのことから、特異
的 IgE 抗体価はアレルギー症状を反映し、特異的 IgE抗体価が低下すれば、アレルギー症
状が緩和されると考えられる。一方で、OIT によって原因食品が摂取できるようになった
患者の特異的 IgE 抗体価が、OIT 後も変わらず高いままという症例も存在する。したがっ
て、OITによるアレルギー症状の抑制機序には IgE抗体以外の因子が関与していると考え
られ、近年、その因子として IgG4 抗体が注目されている。Ig クラスの中で IgG 抗体は、
ヒト血清中に最も多く存在するが、そのサブクラスである IgG4抗体は IgGクラスの約 4%
に満たない。また、IgG4 抗体の正確な役割は未だ明らかにされていない。その IgG4 抗体
によるアレルギー症状の抑制には 2つの機序が考えられており、肥満細胞や好塩基球上の
Fcγ レセプターII（FcγRII）に IgG4 抗体が結合し、そこにアレルゲンが結合することで、
FcεRIからの脱顆粒の活性化を抑制する機序（Fig. 14A）と、肥満細胞や好塩基球上の IgE
抗体にアレルゲンが結合する前に、阻害的に IgG4がアレルゲンと結合する機序（Fig. 14B）
が挙げられる（Renzら, 2018）。このように、特異的 IgG4 抗体は、一般的に中和抗体の働
きを持ち（Burton ら, 2018）、Jones ら（2009）は OITの効果を示すマーカーとして特異
的 IgE 抗体価よりも有効だと報告した。また、特異的 IgG4/IgE 比は、ピーナッツアレル
ギーに対する OIT の効果的なバイオマーカーであると報告された（Santos ら, 2015a）。
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本研究においても血清中の αS1-、β-、および κ-CN特異的 IgG4抗体価を ELISAにて測定
したが、CM-OIT に伴う有意な増加はみられなかった（データ示さず）。また、αS1-CN特
異的 IgG4/IgE 比を算出した結果、CM-OIT に伴って有意に増加したが IgG4/IgE 比は IgE
抗体価に依存し、牛乳摂取可能量と相関を示したが（r = 0.42）、αS1-CN 特異的 IgE 抗体

























ァミリーに属する膜貫通タンパク質であり（Bühring ら, 2004）、ATP を分解する膜型酵
Figure 14. Schematic models of suppression of basophil activation by IgG4 
Abbreviations; ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif; ITIM, 
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif.  




素である。好塩基球の活性化に伴い脱顆粒と同時に ATP が分泌され、ATP がさらに好塩
基球の活性化を促進させるが、ATPによる過剰な活性化を抑制するために CD203c が発現




た。一方で、受動感作好塩基球の活性化の IgG4 抗体を介した抑制機序（Fig. 14）を検討




ーとなるアレルゲンは特異的 IgE 抗体価に基づいて選定できると考え、特異的 IgE 抗体価
が有意に低下した αS1-CNを主要アレルゲンの一つとして同定した。 
本研究の限界として、血清量に制限があったため、αS1-CN以外のコンポーネントを用い
て BAT を行うことができなかった。また、αS2-CN を精製することが困難であり、特異的
IgE 抗体価を解析することができなかった。αS2-CN は αS1-CN と共に α-CN と解析される
研究も多いが、今後は αS2-CN特異的抗体価も解析する必要がある。 
 本章において、重症牛乳アレルギー患者は牛乳タンパク質（α-LA、β-LG、αS1-CN、β-CN、
および κ-CN）のうち αS1-および β-CN の特異的 IgE 抗体価が高値を示し、これらの特異
的 IgE 抗体価は CM-OIT に伴い有意に低下した。また、αS1-CN特異的 IgE 抗体価が牛乳
摂取可能量と最も強く相関した。さらに、αS1-CN で刺激した時の受動感作好塩基球の活性























（Food and Agriculture Organization）および世界保健機関（World Health Organization）
によって定められたヨーグルトの国際規格は Lactobacillus bulgaricus および
Streptococcus thermophilus の発酵によって得られたものとされる。 
チーズの製造には牛乳タンパク質のうち主に CN 画分が関与する。牛乳中の CNはコロ
































Bifidobacterium longum subsp. longum BB536 が使用されているヨーグルト（ビヒダス
プレーンヨーグルト、森永乳業）をヨーグルト A、Lactobacillus delbrueckii subsp. 

























Table 8. Amounts of protein in milk and dairy products (g/100g) 
Milk and  
Dairy products 
Table*1 Labeling*2 Measured value*3 
Cow’s milk 3.3 3.4 3.17 
Yogurt    
   A 3.6 3.7 3.68 
   B 3.6 3.4 3.61 
Cheese    
   Semi-hard 25.8 ― 20.8 
   Hard 25.7 ― 20.6 
   White 19.1 ― 17.4 
   Blue 18.8 ― 16.0 
   Fresh 18.4 ― 20.2 
1. Standards Tables of Food Composition in Japan 
2. Nutrition facts 





第 2 章で解析した牛乳アレルギー患者のうち 5人のプール血清（ヒト IgE 抗体）を使用
した。牛乳粗抗原、CN、α-LA、および β-LG特異的 IgE抗体価の平均値はそれぞれ 86.1、





中の牛乳タンパク質量が 0.3g になるように計り取り、PBS を 10ml 加え、4℃、2 時間振
とうすることで水・塩溶性タンパク質を抽出した。振とう後、遠心分離（9100×g、4℃、
10 分）し上清を回収した。残渣に PBS を 10ml 加え、再懸濁した後に振とうした。この
振とうおよび上清回収の操作を合計 3 回行い、3 回目の上清回収後の残渣には、4% SDS
と 6M 尿素を含む Tris-HCl（pH 6.8）緩衝液（SDS+urea溶液）を 10ml 加え振とう（4℃、
2 時間）することで不溶性タンパク質を抽出した。SDS+urea 溶液による振とうおよび上











































Figure 15. Flowchart of methods for protein extraction 




阻害 ELISA による抗原性の解析 
96穴マイクロプレートに αS1-CN（10 µg/ml PBS）を 100µl/well加え、インキュベート
（4℃、一晩）することでコーティングした。各試料からの PBS 抽出物を PBSにて 10 倍
希釈系列を作製し、それらに rabbit anti-αS1-CN antisera（抗 αS1-CN抗血清、シグマアル
ドリッチジャパン合同会社）を 1% BSA/PBS-T で希釈（1:5000）したものを等量混和し、
プレインキュベート（4℃、一晩）した。次に、コーティング後のマイクロプレートを PBS-
Tにて 3回洗浄し、1% BSA/PBS-T（200 µl/well）を用いてブロッキング（4℃、1 時間）
した。その後、一次抗体としてプレインキュベートした抗 αS1-CN 抗血清（100 µl/well）
を加えインキュベート（4℃、1時間）した。PBS-Tによる洗浄後、1% BSA/PBS-Tにて
horseradish peroxidase（HRP）-conjugated anti-rabbit IgG（Bethyl Laboratories Inc.、
Montgomery、TX、USA）を 1:10000 になるように希釈して、100µl/well 加えインキュベ
ート（37℃、1 時間）した。発色基質に 3,3’,5,5’-テトラメチルベンジジン（KPL SureBlue 
ReserveTM TMB Microwell Peroxidase Substrate、SeraCare Inc.、Milford、MA、USA）
を 100µl/well 加え反応させ、1N 塩酸を用いて 100µl/well 加えることで反応を停止した。
その後、マイクロプレートリーダーSH1000 にて波長 450nm の吸光度を測定した。測定





SDS-PAGE は第 2 章と同様の方法で行った。試料は各抽出物を各タンパク質抽出液に
て 4 倍希釈し、4:1（v/v）となるように SDS-PAGE sample buffer と混和したものを用い、
5µlを供した。 
イムノブロットは第 2 章と同様の方法で行った。本章では、一次抗体として抗 αS1-CN
抗血清または抗 αS1-CN モノクローナル抗体を、1% BSA/TBS-T にてどちらも 1:2000 に
なるように希釈した溶液中で反応（4℃、一晩）させた。TBS-T にて 3 回洗浄した後、二
次抗体として HRP-conjugated anti-rabbit IgG（1:5000）および POD-conjugated anti-
mouse IgG（1:10000）を 1% BSA/TBS-Tにて希釈した溶液中で反応（室温、1 時間）さ




 また、ヒト IgE抗体反応性タンパク質を検出するために、一次抗体としてヒト IgE抗体
を使用した。ブロッキング溶液として Western BLoT Blocking Buffer（Fish Gelatin、タ
カラバイオ株式会社）を用いた。一次抗体としてヒト IgE 抗体を用いブロッキング溶液に
て希釈し（1:10）、4℃で一晩反応させた。二次抗体として ALP- conjugated anti-human 
IgE を用いブロッキング溶液にて希釈し（1:1000）、室温で 1 時間反応させた。TBS-T に
て 2 回、TBS にて 2 回洗浄した後、発色基質として 5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルリン
酸 /ニトロブルーテトラゾリウム（BCIP®/NBT-Blue Liquid Substrate System for 




それぞれのチーズ中の未分解の αS1-CN の相対量は輝度解析にて比較した。抗 αS1-CN モ
ノクローナル抗体を使用したブロット膜の画像は、CS Analyzer ver. 3.0 for Windows に
取り込み、検出されたバンドの輝度を測定した。牛乳中の αS1-CN の輝度を対照（100%）
とし、それぞれのチーズ中の未分解の αS1-CNの相対輝度（%）を測定結果として示した。































し、抗 αS1-CN抗血清を使用して阻害 ELISA にて αS1-CNの抗原性を解析した。その結果、
αS1-CN の抗原性は牛乳およびヨーグルト間で変わらない結果を示した（Fig. 17）。また、
ヨーグルト A・B 間に差はみられなかった。 
  
















次に、PBS 抽出後の試料から SDS+urea 溶液および 2-ME 溶液にてタンパク質を抽出
し、SDS-PAGEおよびイムノブロットにて αS1-CNの溶解性を解析した。まず、タンパク
質の組成を SDS-PAGEにて確認した。なお、2-ME溶液抽出画分からはタンパク質が検出
されなかった（データ示さず）。牛乳（lane 1）と比較してヨーグルト A（lane 3）および
B（lane 5）には 20-30kDa 付近にバンドがみられた（Fig. 18A）。一方で、抗 αS1-CN抗血
清を使用したイムノブロットの結果では、牛乳およびヨーグルト A・B 間で差はみられな










Figure 17. Antigenicity of αS1-casein in yogurt 
αS1-Casein in yogurts was detected by competitive ELISA 
































































Figure 18. Solubility of αS1-casein and other proteins in yogurts 
Proteins in yogurts were detected by CBB (A) and αS1-casein in yogurts was detected by 
immunoblotting (B). Immunoblotting was performed using anti-αS1-CN antisera. Lane 
1, 3, and 5, the fraction extracted with PBS; lane 2, 4, and 6, the fraction extracted with 
SDS+urea solution. 
Figure 19. Human IgE binding ability of proteins in yogurts 
IgE binding proteins in yogurts were detected by immunoblotting using pooled sera of 
patients with cow’s milk allergy. Lane 1, 3, and 5, the fraction extracted with PBS; lane 

































パク質である β-LG の性状を解析した。その結果、全てのチーズ中の β-LG の量は牛乳中
と比較して少なかった（データ示さず）。このことから、チーズ中のタンパク質は β-LG（ホ
























次に、分解されずに残った未分解の αS1-CN を確認するために、抗 αS1-CN モノクローナ
ル抗体を使用してイムノブロットを行った。その結果、牛乳およびフレッシュタイプから
は αS1-CN が検出され、それ以外のタイプのチーズからは低分子領域に複数のバンドが検
出された（Fig. 22C）。さらに、未分解の αS1-CN の輝度を解析した結果、フレッシュタイ
プのチーズ中の αS1-CNは牛乳中よりも高値を示した（Fig. 22D）。以上の結果から、フレ




































Figure 21. Antigenicity of αS1-casein in cheese 
αS1-Casein in cheeses was detected by competitive ELISA using 
anti-αS1-CN antisera. 
 
Figure 22. Solubility of αS1-casein and other proteins in cheeses 
Proteins in cheeses were detected by CBB (A) and αS1-casein in cheeses was detected by 
immunoblotting (B and C). Immunoblotting were performed using anti-αS1-CN antisera 
(B) and anti-αS1-CN monoclonal antibody (C). Intact αS1-casein was measured by 
densitometric analysis (D). Lane 1, 3, 5, 7, 9, and 11, the fraction extracted with PBS; 

























































































Figure 23. Human IgE binding ability of proteins in cheeses 
IgE binding proteins in cheeses were detected by immunoblotting using pooled sera of 
patients with cow’s milk allergy. Lane 1, 3, 5, 7, 9 and 11, the fraction extracted with 
PBS; lane 2, 4, 6, 8, 10, and 12, the fraction extracted with SDS+urea solution. Arrow 







った。下橋と寺田（2001）は、Lactobacillus bulgaricus および Streptococcus thermophilus
の乳酸菌種を使用して発酵時間を変えたヨーグルトを作製し、αS1-CN（23.6kDa）を SDS-
PAGEのみで評価した。その結果、αS1-CN は経時的に減少したと報告した。しかし、αS1-
CN を特異的に検出しておらず、おそらく κ-CN と推測されるタンパク質を評価している
可能性がある。 
Yao ら（2015）は Lactobacillus casei 1134を使用し、経時的に牛乳タンパク質を発酵
させた結果、発酵時間が 24 時間を超えると α-および β-CN の特異的 IgE 抗体の結合能
（ELISA）が約半分にまで低下したことを明らかにした。しかし、SDS-PAGEでタンパク
質組成を確認したところ、α-および β-CN のバンドパターンにほとんど変化がみられなか
ったと報告している。これらの結果は、発酵に伴う経時的な pH の低下が ELISA の評価
に影響を及ぼしたと考えられ、実際には α-および β-CNの量や IgE 抗体の結合能は乳酸発
酵では変化しないと推測された。 
そこで、本研究では牛乳およびヨーグルト A・B から PBSにてタンパク質を抽出し、特
異的抗体を用いて αS1-CN の性状を解析した。本研究に使用した市販ヨーグルトに添加さ
れていた乳酸菌は Bifidobacterium longum subsp. longum BB536または、Lactobacillus 


























 また、ホワイトおよびブルータイプのチーズ中の抗 αS1-CN抗血清に認識される αS1-CN

































パク質中の Cysが加熱によって他のタンパク質の Cysと SS結合を形成することが挙げら








牛乳タンパク質においても加熱による SS 結合が報告されている（加藤, 2004; Jang と
Swaisgood, 1990; Anema, 2008）。加藤（2004）は、β-LGとグルテンは加熱により分子間
で SS結合を形成し、β-LGの溶解性（抗原性）が低下することを報告した。一方で、牛乳
と小麦粉を混捏・焼成したときの αS1-CN の溶解性を含む性状は明らかにされていない。
そのため、BM を CM-OITに取り入れるには安全性の根拠がない。 























の、および SM とグルテンを混捏したものを、それぞれ SM-NBM、S-NBM、および G-
NBMと示す。これらを焼成したものを、それぞれ SM-BM、S-BM、および G-BMと示す。
本研究では、小麦タンパク質が含まれていない試料も NBM もしくは BM と表記する。 
さらに、SM と副食材の割合を 1:0.5、1:1、および 1:2（w/w）となるように混捏し、NBM





100g 中にそれぞれ 0.1g および 76.9g であった。凍結乾燥後の NBMおよび BM 中の粗タ
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第 2 章で解析した牛乳アレルギー患者のうち牛乳アレルギー患者 4人のプール血清（ヒ
ト IgE 抗体）を使用した。牛乳粗抗原、CN、α-LA、および β-LG 特異的 IgE 抗体価の平
均値はそれぞれ 91.4、91.1、54.7、および 37.9 UA/ml であり、牛乳負荷試験は 0.0ml で
あった。また、小麦アレルギー陰性であり、小麦粗抗原および ω5-グリアジン特異的抗体
価の平均値はそれぞれ 2.42および 0.31 UA/mlであった。 
 
タンパク質の抽出 
第 3 章と同様の方法でタンパク質の抽出を行った。 
 
阻害 ELISA による抗原性とヒト IgE抗体結合能の解析 
第 3 章と同様の方法で試料中の αS1-CN の抗原性を阻害 ELISA にて解析した。 
さらに、試料中のタンパク質の IgE抗体結合能を解析するために、ヒト IgE抗体を用い
て阻害 ELISA を行った。固相抗原には αS1-CN および牛乳粗抗原（10µg/ml PBS）を用い
た。ブロッキング溶液には PFBB-T を用いた。一次抗体として牛乳アレルギー患者血清、
二次抗体として ALP-conjugated anti-human IgE を使用し、PFBB-T でそれぞれ 1:10お
よび 1:1000 に希釈した。発色基質には PNPPを用い、1N 水酸化ナトリウムにて反応を停








SDS-PAGE後のゲルを用いて PAS 染色にて糖を検出した。PAS 染色は、GlycoGel Stain 









用いて PAS染色を行った。その結果、S-BMおよび G-BM 中のバンドが検出された（Fig. 






















Figure 24. Protein composition of non-baked and baked milk 
Proteins were detected by CBB (A) and glycoproteins were detected by PAS (B). 







S-BM および G-BM中の αS1-CN のアミノ酸の一部（Lys、Arg、Trp など）がグリケー
ションしたことで、抗体に認識されにくくなる（抗原性または IgE抗体結合能が低下する）
ことが考えられた。抗体は、その種類によって同一抗原を認識するエピトープとなるアミ
ノ酸配列が異なる。そこで、各試料中の αS1-CNの抗原性および IgE 抗体結合能について、
抗 αS1-CN 抗血清（rabbit）中の IgG 抗体および牛乳アレルギー患者血清中の IgE 抗体を
それぞれ使用した阻害 ELISA にて解析した。まず、PBS を用いて各試料からタンパク質
を抽出し、αS1-CN の抗原性を解析した（Fig. 25A）。その結果、BM 中の αS1-CNの抗原性
は NBMと比較して低下した。また、S-BMおよび G-BM 中の αS1-CNの抗原性は SM-BM
と比較して僅かに低下した。また、S-BM および G-BM中の αS1-CN の抗原性（IC50）は、
SM と比較して約 1/10 に低下したことが明らかとなった。次に、αS1-CN の IgE 抗体結合
能を解析した（Fig. 25B）。その結果、全ての試料においてヒト IgE 抗体に認識される αS1-
CNは焼成によって減少したが、副食材による差は僅かであった。 
また、加工によって αS1-CN 以外のタンパク質のヒト IgE 抗体結合能が変化しているこ
とも考えられるため、αS1-CN を含む全牛乳タンパク質のヒト IgE 抗体結合能も同様に解















Figure 25. Antigenicity and IgE binding ability of αS1-casein and CMP 
αS1-Casein (A and B) and CMP (C) in NBM and BM were detected by competitive ELISA 
using anti-αS1-CN antisera (A) and pooled sera of patients with cow’s milk allergy (B 
and C). Abbreviations; CMP, cow’s milk protein; SM, skim milk; S, starch; G, gluten; 


















































































αS1-CN の抗原性および IgE 抗体結合能を解析した結果、SM をスターチもしくはグル
テンと混捏・焼成することによって低下したが、グリケーションがみられなかった SM-
NBM 中の αS1-CN も焼成することで低下した。したがって、αS1-CN の抗原性およびアレ
ルゲン性が低下した原因の一つに、焼成による凝集・不溶化が考えられた。そこで、PBS
抽出後の試料から SDS+urea 溶液および 2-ME 溶液にてタンパク質を抽出し、SDS-PAGE
およびイムノブロットにて解析した。まず、タンパク質の組成を SDS-PAGE にて確認し
た。その結果、BM 中の CBB 染色されたタンパク質バンドは NBM と比較して濃く検出
された（Fig. 26A）。また、κ-CN（band a）と α-LA（band b）だと推定されるバンドは、
SM-BM および G-BM の 2-ME 溶液抽出画分（lane 4 および 12）において検出された。
さらに、抗 β-LG 抗血清を使用してイムノブロットを行った結果（データ示さず）、2-ME
溶液抽出画分から検出され、加藤（2004）が報告した結果と同じことが確認された。また、
CBB 染色で検出された κ-CN や α-LA は、Cys を持つことからグルテンと SS 結合を形成
することが示唆された。 
κ-CN は CNミセルの外側に αS1-、αS2-、および β-CNを覆うように存在する。αS1-CN は
Cys残基を持たず SS結合を形成しないが、κ-CNがグルテンと SS結合を形成しグルテン
中に取り込まれる結果、CN ミセル中に存在する αS1-CN も不溶化する可能性が考えられ
た。そこで、抗 αS1-CN抗血清を使用したイムノブロットを行った（Fig. 26B）。まず、NBM
と BM を比較した結果、NBM および BM 共に SDS+urea 溶液抽出画分から αS1-CN が検
出されたが、特に BM の方が濃く検出された。このことから、αS1-CN は純水と混捏するだ
けで、PBSでは完全に抽出されず、加えて焼成によりさらに不溶化することが明らかとな




ンドは SDS+ure 溶液抽出画分より 2-ME 溶液抽出画分の方が薄かったことから、CN ミ




































Figure 26. Solubility of αS1-casein and other proteins in each baked milk sample 
Proteins were stained by CBB (A). αS1-Casein was detected from each sample using 
anti-αS1-CN antisera (B). Band (a) and (b) indicate the putative κ-casein (a) and α-
lactalbumin (b). Lane 1, 3, 5, 7, 9, and, 11, the fraction extracted with SDS+urea 
solution. Lane 2, 4, 6, 8, 10, and 12, the fraction extracted with 2-ME solution. 










では、SM と副食材の割合が 1:0.25 となるように作製したが、この実験では 1:0.5、1:1、

























Figure 27. Antigenicity of αS1-casein in samples with varying ratios of SM to food 
ingredients 
A and B show inhibition curves of αS1-casein upon varying the ratio of SM to food matrix. 
The dry weight ratios of SM:food ingredients are shown as 1:2, 1:1, 1:0.5, and 1:0.25. 










































































LG について検討した結果が報告されている。β-LG は分子内に 5 残基の Cys を持ち、そ
のうち 4 残基が 2 組の SS 結合を形成し立体構造をとる。牛乳において温度の異なる加熱
殺菌処理を行ったところ、β-LG の消化性が異なった（坂井ら, 1998）。これは、加熱によ
る構造変化が消化性に影響を及ぼしたと考えられる。また、牛乳中の β-LGは 70℃で変性















解析し、グリケーションした OVA は IgG抗体および IgE 抗体結合能が低下することを示
した。本研究では、焼成後 IgE 抗体の結合能は低下し、グリケーションがみられなかった
SM-BM 中の αS1-CN と、グリケーションがみられた S-BM 中の αS1-CN の IgE 抗体結合
能の差は僅かであった。したがって、αS1-CN の IgE 抗体結合能の低下は不溶化によると
57 
 
考えられた。以上のことから、グリケーションは αS1-CN の不溶化に伴う IgE 抗体結合能
の低下にほとんど影響を与えないことが示唆された。 




ンの割合は 1:2である。したがって、市販の BM 中の牛乳タンパク質とグルテンの割合が
1:2 からたとえ僅かに異なったとしても、市販の BM 中の αS1-CN は不溶化し抗原性は低
下していると考えられる。 



















 第 2 章では、αS1-CN 特異的 IgE 抗体価が最も高値を示すことが明らかとなった。さら
に、αS1-CN 特異的 IgE 抗体が好塩基球を活性化させ、免疫応答を介し症状を誘発するこ
とが示唆された。これらのことから、CM-OIT のマーカーとなる主要アレルゲンの一つと








































タンパク質は不溶化していることを見出している。本研究において BM 中の αS1-CN は不
溶化していることが明らかとなった。さらに、最近では牛乳アレルギー患者の食事に BM
を早期に取り入れることで、未加熱の牛乳に対して耐性獲得しやすくなったと報告された
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